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诊断对诊断对AspergillusAspergillus spp. spp.敏感的支气管哮喘的新机会敏感的支气管哮喘的新机会
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Valeriy D. Kuznetsov, Ekaterina V. Frolova, Natalia V. Vasilyeva, Nikolay N. Klimko
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论证。论证。对Aspergillus spp.敏感的支气管哮喘的诊断越来越重要，由于疾病的严重，不受控制的过程以及

形成过敏性支气管肺曲霉病的可能性。

研究的目的研究的目的是评估使用流式细胞术的嗜碱性粒细胞活化试验诊断Aspergillus敏感的哮喘的可能性。

支气管。

材料与方法。材料与方法。对118名过敏性支气管哮喘患者进行了检查。通过酶免疫分析法测定血清中总免疫球

蛋白E (IgE) 和对空气过敏原的特异性IgE的水平。嗜碱性粒细胞活化通过流式细胞术使用过敏性试剂盒

(Cellular  Analysis  of  Allergy,  Beckman-Coulter,美国）进行研究。刺激嗜碱性粒细胞使用了过敏原 

Aspergillus fumigatus（Alkor Bio，俄罗斯）。

结果。结果。第一组由57名支气管哮喘患者组成对Aspergillus spp.不致敏。第二组包括36名支气管哮喘患者对

Aspergillus spp.敏感。第三组由25名过敏性支气管肺曲霉病患者组成。对Aspergillus spp.致敏的支气管

哮喘患者和过敏性支气管肺曲霉病患者，被过敏原Aspergillus fumigatus激活的嗜碱性粒细胞数量明显

高于支气管哮喘患者组，达到8.1 [5.2；20.9]%和84.6 [75.7；94.0]%，分别为(p<0.001)。研究组的刺激指数从

0.7到72.6不等。识别对Aspergillus spp.敏感的支气管哮喘患者的最佳诊断点（cut off）是刺激指数超过

2.4，而对于过敏性支气管肺曲霉病患者则为15.95。在所有对Aspergillus spp.过敏的患者中在特定IgE水平

与Aspergillus spp.之间建立了正相关。由过敏原Aspergillus fumigatus (r=0.792，p<0.001)和刺激指数

(r=0.796，p<0.05)激活的嗜碱性粒细胞比例。

结论。结论。嗜碱性粒细胞活化试验可用作诊断对Aspergillus spp.过敏的支气管哮喘的附加方法。皮肤试验

和特定IgE的结果相互矛盾或阴性的情况下，以及在缺乏研究in vivo的可能性的情况下，该测试对于确认真

菌致敏是必要的。
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New opportunities in the diagnosis of asthma 
with sensitization to Aspergillus spp.
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Valeriy D. Kuznetsov, Ekaterina V. Frolova, Natalia V. Vasilyeva, Nikolay N. Klimko

North-Western State Medical University named after I.I. Mechnikov, Saint Petersburg, Russia

BACKGROUND: Diagnosis of asthma with sensitization to Aspergillus spp. is becoming increasingly important due to the 
severe, uncontrolled course of the disease and the possibility of the formation of allergic bronchopulmonary aspergillosis.

AIM: To evaluate the possibility of using the basophil activation test using flow cytometry for the diagnosis of asthma 
with sensitization to Aspergillus spp.

MATERIALS AND METHODS: 118 patients with asthma were examined. The levels of total IgE and specific IgE to aero-
allergens were determined in the blood serum by the enzyme immunoassay. Basophil activation was studied by flow cy-
tometry using the Allergenicity kit (Cellular Analysis of Allergy, Beckman-Coulter, USA). The allergen Aspergillus fumigatus 
(Alcor Bio, Russia) was used to stimulate basophils. 

RESULTS: The first group consisted of 57 patients with asthma without sensitization to Aspergillus spp. The second 
group included 36 patients with asthma with sensitization to Aspergillus spp. The third group consisted of 25 patients with 
allergic bronchopulmonary aspergillosis. The number of basophils activated by the Aspergillus fumigatus allergen in patients 
with asthma with sensitization to Aspergillus spp. and allergic bronchopulmonary aspergillosis was significantly higher than 
in the asthma group and amounted to 8.1 [5.2; 20.9]% and 84.6 [75.7; 94.0]%, respectively (p < 0.001). The stimulation index 
in the study groups ranged from 0.7 to 72.6. The optimal diagnostic point (cut off) for identifying patients with asthma with 
Aspergillus spp. sensitization there was an stimulation index value of more than 2.4, and for patients with allergic bron-
chopulmonary aspergillosis  — 15.95. Among all patients with sensitization to Aspergillus spp. a positive correlation was 
established between the level of specific IgE to Aspergillus spp. and the percentage of basophils activated by the allergen 
Aspergillus fumigatus (r = 0.792, p < 0.001) and stimulation index (r = 0.796, p < 0.05).

CONCLUSIONS: The basophil activation test can be used as an additional diagnostic method for asthma with sensitiza-
tion to Aspergillus spp. and allergic bronchopulmonary aspergillosis.
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Новые возможности в диагностике бронхиальной 
астмы с сенсибилизацией к Aspergillus spp.

 © Я.И. Козлова, А.Е. Учеваткина, Л.В. Филиппова, О.В. Аак, В.Д. Кузнецов, Е.В. Фролова, 
Н.В. Васильева, Н.Н. Климко

Северо-Западный государственный медицинский университет им. И.И. Мечникова, Санкт-Петербург, Россия

Обоснование. Диагностика бронхиальной астмы с сенсибилизацией к Aspergillus spp. приобретает все большее 
значение в связи с тяжелым, неконтролируемым течением заболевания и возможностью формирования аллергиче-
ского бронхолегочного аспергиллеза.

Цель исследования — оценить возможность применения теста активации базофилов с использованием проточ-
ной цитометрии для диагностики бронхиальной астмы с сенсибилизацией к Aspergillus spp.

Материалы и  методы. Проведено обследование 118 больных аллергической бронхиальной астмой. Уровни 
обще го иммуноглобулина E (IgE) и специфических IgE к аэроаллергенам определяли в сыворотке крови иммунофер-
ментным методом. Активацию базофилов изучали методом проточной цитометрии с помощью набора Allerginicity 
kit (Cellular Analysis of Allergy, Beckman-Coulter, США). Для стимуляции базофилов в работе использовали аллерген 
Aspergillus fumigatus («Алкор Био», Россия).

Результаты. Первую группу составили 57 больных бронхиальной астмой без сенсибилизации к Aspergillus spp. 
Во вторую группу вошли 36 больных бронхиальной астмой с сенсибилизацией к Aspergillus spp. Третью группу соста-
вили 25 больных аллергическим бронхолегочным аспергиллезом. Количество базофилов, активированных аллер-
геном Aspergillus fumigatus, у больных бронхиальной астмой с сенсибилизацией к Aspergillus spp. и аллергическим 
бронхолегочным аспергиллезом было достоверно больше, чем в  группе пациентов с  бронхиальной астмой, и  со-
ставило 8,1 [5,2; 20,9] % и 84,6 [75,7; 94,0] % соответственно (p < 0,001). Индекс стимуляции в исследуемых группах 
варьировал от 0,7 до 72,6. Оптимальной диагностической точкой (cut off) для выявления больных бронхиальной 
астмой с сенсибилизацией к Aspergillus spp. было значение индекса стимуляции более 2,4, а для больных аллер-
гическим бронхолегочным аспергиллезом — 15,95. Среди всех больных с сенсибилизацией к Aspergillus spp. уста-
новлена положительная корреляционная связь уровня специфических IgE к Aspergillus spp. с долей активированных 
аллергеном Aspergillus fumigatus базофилов (r = 0,792, p < 0,001) и индексом стимуляции (r = 0,796, p < 0,05).

Заключение. Тест активации базофилов может быть использован в качестве дополнительного метода диагно-
стики бронхиальной астмы с сенсибилизацией к Aspergillus spp. и аллергического бронхолегочного аспергиллеза. 
Тест необходим для подтверждения микогенной сенсибилизации в  случаях противоречивых или отрицательных 
результатов кожных тестов и специфических IgE, а также при отсутствии возможности проведения исследований 
in vivo.

Ключевые слова: Aspergillus spp.; астма; тест активации базофилов.
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论证论证
支气管哮喘（BA）是成年人群中最常见的呼吸系

统疾病之一，具有较高的社会经济意义。目前全世

界都注意到这种疾病的严重形式的患病率有增加的

趋势[1]。在严重支气管哮喘的结构中对Aspergillus 
spp.敏感的支气管哮喘[2，3]。

根据一些研究的结果，尽管吸入了最大剂量的

糖皮质激素，但仍有多达50%的哮喘控制不足的成

年人对Aspergillus spp.过敏[4]。对霉菌在BA发

病机制中的重要作用的认识导致了“真菌致敏的

严重BA”一词的出现（severe asthma with fungal 

sensitisation，SAFS）。这是一组BA患者，病程不受

控制，对真菌抗原敏感，无支气管扩张，粘液积聚，

总IgE水平低于1000 IU/毫升[5]。

根据计算数据，真菌致敏的重度BA患者在全世界

可达650万人在俄罗斯联邦可达23.1万人[6，7]。

此外，对Aspergillus spp.敏感的BA患者有患过

敏性支气管肺曲霉病(ABPA)等严重慢性肺部疾病的

风险。据专家称，虽然ABPA影响世界上大约500万人，

但这种疾病往往未被及时发现[6]。ABPA的进展导致

患者出现纤维化、呼吸衰竭和残疾[8，9]。

确认对Aspergillus spp.的立即超敏反应使

用方法in vivo,对此有许多禁忌症，并且结果可能

不一致。在这方面近几十年来in vivo方法受到了很

多关注，其优点是对患者的安全性、特异性和标准化

的可能性。

除了对系统糖皮质激素的高需求外，对Asper-
gillus spp.有敏感反应的重BA与频繁的生命威胁和

高死亡风险有关[10，11]。这使得及时诊断这种表型

成为现代医学的一个紧迫问题。

该研究的目的研究的目的是评估使用过敏原Aspergillus 
fumigatus激活嗜碱性粒细胞的测试的可能性

in vitro使用流式细胞术用于诊断对Aspergillus 
spp.敏感的哮喘。

材料与方法材料与方法
这项研究包括118名成人过敏性哮喘患者。使用测

试系统（Polignost LLC，俄罗斯）和一组生物素化

过敏原（Alkor Bio，俄罗斯）通过酶免疫测定法测定

血清中总免疫球蛋白E (IgE)和针对真菌、家庭和表皮

过敏原的特异性IgE的水平。

嗜碱性粒细胞活化通过流式细胞术使用过敏性试

剂盒(Cellular  Analysis  of  Allergy,  Beckman- 

Coulter,美国）进行研究。嗜碱性粒细胞的水平使

用标记物CD3–CRTH2+（CRTH2趋化受体）进行评估。 

通过增加刺激后细胞上CD203c的表达in vitro来确

定活化嗜碱性粒细胞的数量。缓冲溶液（阴性对照）

存在下，外周全血样本用单克隆抗体 CRTH2-FITC  /  

CD203c-PE / CD3-PC7 的三重混合物染色或IgE单克

隆抗体（阳性对照），或过敏原A. fumigatus(Alkor 

Bio，俄罗斯）在黑暗中37°C 15分钟。前的研究已

经确定了过敏原的最佳浓度[12]。然后使用Aller-

ginicity kit.试剂盒中的裂解固定试剂进行红细胞

裂解。使用Navios  Beckman  Coulter流式细胞仪 

（美国）在每个样品中计数至少500个嗜碱性

粒细胞。评估了嗜碱性粒细胞的自发激活- 

CD3–CRTH2+CD203c++细胞与缓冲溶液样品中嗜碱性粒

细胞总数的比例，这使得可以区分静息细胞分子的表

达水平与细胞活化状态。计数与抗IgE抗体孵育后活

化的嗜碱性粒细胞的数量是必要的，以确认嗜碱性

粒细胞的非特异性活化能力，以排除假阴性反应并

增加方法的特异性。

诊断是根据“支气管哮喘治疗和预防全球战略” 

中提出的建议做出的(Global Initiative for Asthma, 

GINA，2020)[1]。为了检测真菌致敏作用，使用了国

际人类和动物真菌学学会(International  Society 

for  Human  and  Animal  Mycology，ISHAM)专家

提出的标准：皮肤点刺试验阳性（≥3毫米）和/或

确定对真菌过敏原的特定IgE水平对应于I类及以

上的血清（≥0.35 IU/毫升）。ABPA的诊断是根据

R. Agarwal和合著者标准建立的(2013)[13]。

研究期间获得的数据使用STATISTICA 10软件系统

和SPPS Statistics 23进行处理。数据以中位数和下

四分位数和上四分位数表示[Me (Q1；Q3)]。为了评估

独立样本之间的差异，使用了Kruskal-Wallis秩方差

分析和非参数Mann-Whitney检验。使用Spearman相

关系数评估指标之间的关系。p<0.05为差异有统计学

意义。为了评估刺激指数在检测真菌致敏方面的诊断

意义，通过计算ROC曲线下面积(receiver-operator 

characteristic) - AUC（area  under  curve）进行

接受者-操作者特征(ROC)分析。这是定量评估之一

研究指标的诊断效率。ROC曲线绘制在每个分割点的

真阳性（敏感性）和假阳性（特异性）频率的X轴和

Y轴上。用灵敏度和特异性之和的最大值选择分离点

的最佳值（阈值）。

结果与讨论结果与讨论
根据临床和仪器检查结果，将BA患者分为三组。 

第一组包括57名对Aspergillus spp.无致敏的

BA患者，平均年龄为-50±15岁（女性-80.7%）。第一

组包括36名对Aspergillus spp.无致敏的BA患者， 

平均年龄为49±14岁（女性77,8%）。根据R. Agarwal

和合著者确定了25名在BA背景下发生ABPA的患者。 

第三组患者的平均年龄为45±16岁（女性为64%）。 

各组在性别和年龄上没有差异。

In vitro条件中使用流式细胞术所有患者均接受

了过敏原Aspergillus fumigatus的嗜碱性粒细胞

活化试验结果见附表。

对Aspergillus spp.致敏的BA患者和对照组中

嗜碱性粒细胞的自发激活率在0.6%到8.3%之间没
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有差异。IgE介导的嗜碱性粒细胞活化程度在各组

之间没有差异，范围为29.6%至96.9%。介导的嗜碱

性粒细胞活化程度在各组之间没有差异，范围为

29.6%至96.9%。

在对Aspergillus fumigatus和ABPA过敏的BA

患者中，由Aspergillus fumigatus烟曲霉变应原

激活的嗜碱性粒细胞数量显著高于BA患者组达到 

8.1[5.2；20.9%和84.6[75.7%；分别为94.0%和94.0%

（p<0.001）。
可以接受的是，不仅通过CD203c标记物的表达

响应与过敏原孵育而增加的细胞数量来考虑嗜碱性

粒细胞的活化水平，但通过刺激指数（IS）。IS计算

为测试中带有过敏原的活化嗜碱性粒细胞的比例与

阴性对照中自发活化的嗜碱性粒细胞的比例之比。 

IS在对Aspergillus spp.敏感的BA患者组中是

4.0 [2.5；11.2]。该指标与对照组有显着差异在BA

和ABPA患者的指标之间处于中间位置（p<0.001）。 

需要注意的是在ABPA患者组中IS达到的最大值- 

27.7 [21.1；48.5]。

Aspergillus spp.对Aspergillus spp.敏感的BA

患者嗜碱性粒细胞活化试验的直方图示例，并且对曲

霉属不致敏就表示图1。

评估嗜碱性粒细胞活化试验在检测Aspergil-
lus spp.致敏性方面的诊断意义，通过计算曲线

下面积进行ROC分析。我们的研究中对Aspergil-
lus spp.敏感的患者的IS范围为0.7至72.6对

Aspergillus spp.不敏感的患者为0,7至4.2。AUC

为0.883 (95% CI 0.809-0.956)，敏感性为86.9% 

(95% CI 76.2-93.2)，特异性为94.7% (95% CI 85.6-98.2) 

(p<0.001)。这表明该方法具有较高的特异性和灵敏

度大于2.4的IS值是检测BA患者真菌致敏的最佳截

止点(cut off)，具有高度的可靠性。

在下一阶段在对Aspergillus过敏的患者中确定

了IS对ABPA诊断的价值。AUC为0.887（95% CI 0.800-

0.972），敏感性为96.0%（95%  CI  80.5-99.3），特异

性为80.6%（95%  CI  65.0-90.3）（p<0.001）。因此大 

于15.95的IS值是识别ABPA患者的最佳截止点 

(cut off)。

所有对Aspergil lus spp.过敏的患者中， 

Aspergil lus spp.曲霉属的特异性IgE水平之间建

立了正相关。由Aspergil lus spp.过敏原(r=0.792， 

p<0.001)和IS(r=0.796，p<0.05)激活的嗜碱性粒细

胞的比例。获得的数据证实了嗜碱性粒细胞活化试

验与IgE水平对真菌过敏原的标准测定之间的关系，

并BA患者中使其可用于诊断对Aspergillus spp. 
的即时超敏反应。

讨论讨论
确认对Aspergil lus spp.超敏反应-对Asper-

gillus spp.敏感的重度哮喘患者的一个重要

诊断阶段和A B PA。目前已知的实验室方法的

选择并不总是能够满足临床医生的需要。应该

记住，Aspergillus spp.抗原的吸入试验与发

生致命性支气管痉挛的风险有关，不推荐用于临

表格表格支气管哮喘患者免疫学检查结果，n = 118
Table. Results of immunological examination of patients with asthma, n = 118

指标指标

第一组第一组 第二组第二组 第三组第三组

显著性水平显著性水平 (р)BA
(n = 57)

BA对对Aspergillus spp.
致敏 致敏 

(n = 36)

ABPA
(n = 25)

Aspergillus异性IgE 
水平，IU/毫升

0.02  
[0.00; 0.05]

0.90  
[0.56; 1.27]

2.20  
[1.15; 7.13]

р1–2 < 0.001
р1–3 < 0.001
р2–3 < 0.001

嗜碱性粒细胞的自发
激活，%

2.6  
[1.8; 4.4]

2.3  
[1.5; 3.1]

2.3  
[1.5; 4.3]

р1–2 = 0.12
р1–3 = 0.59
р2–3 = 0.45

IgE-介导的嗜碱性粒
细胞活化，%

71.9  
[60.0; 81.7]

74.2  
[63.1; 87.3]

74.5  
[67.0; 88.1]

р1–2 = 0.34
р1–3 = 0.21
р2–3 = 0.72

激活的嗜碱性粒细胞
数量，%

3.6  
[2.3; 5.5]

8.1  
[5.2; 20.9]

84.6  
[75.7; 94.0]

р1–2 < 0.001
р1–3 < 0.001
р2–3 < 0.001

刺激指数 1.2  
[1.0; 1.5]

4.0  
[2.5; 11.2]

27.7  
[21.1; 48.5]

р1–2 < 0.001
р1–3 < 0.001
р2–3 < 0.001

注意：BA-支气管哮喘；ABPA-过敏性支气管肺曲霉菌病；IgE-免疫球蛋白E。
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床实践[13，14]。虽然有许多激发试验和皮肤试

验的禁忌症，in vitro诊断方法具有特别的相

关性[15]。然而，在不同的实验室中获得的结果并不总

是可靠和可重复的。众所周知，IgE的水平在所有诊断算

法中都是确定的，其特征是血清中的含量微不足道。 

此外，这类免疫球蛋白可能不存在于循环中，但在靶细

胞嗜碱性嗜酸性粒细胞和肥大细胞上是固定的[16]。

在体外in vitro过敏最有前途的方向之一是通过

流式细胞测定法[17-19]检测特定过敏原对嗜碱性菌

的激活。测试的优点是增加了患者的读数、安全性和

标准化能力。

嗜碱性杆菌在免疫调节和过敏反应中的作用近

年来被高估。通过细胞因子分泌和抗原表达刺激

TH2细胞分化的细胞，参与IGE介导的慢性过敏性炎

症的发展，并在IgE介导的系统性过敏中发挥关键

作用[20]。

除了外周血嗜碱性细胞和组织肥大细胞在IgE介导

的过敏反应中代表原效应细胞外，它们也可能参与其

他类型的过敏和非过敏反应，这些反应是基于其他

反应机制（补体激活，非IgE介导刺激和直接细胞毒

性作用）。因此，研究嗜碱性杆菌的功能活性具有重

要的诊断意义[21]。
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图 1图 1 支气管哮喘患者的嗜碱性粒细胞活化试验。患者C.(a,b)和患者D.(c,d)在自发性(a,c)后嗜碱性粒细胞
的最终门控阶段(CD3–CRTH2+CD203++)和特定的烟曲霉(b,d)激活。大部分活化的嗜碱性粒细胞(b)确认致敏
的存在

Fig. 1. Basophil activation test in patients with asthma. Patients С. (а, b) and patients D. (c, d) at the final basophil gaiting 
(CD3–CRTH2+CD203++) after the spontaneous (a, c) and specific Aspergillus fumigatus (b, d) activation. High percentage of the activated 
basophils (b) confirms the sensibility
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嗜碱性菌活化试验的原理是，当过敏原与固定

在嗜碱性菌上的IgE分子接触时，启动酶反应级联，

导致脱粒和细胞表面出现额外的分子。目前在过敏

诊断中研究最多和最有希望的嗜碱性粒细胞活化标

志物是CD63和CD203c[22-24]。嗜碱性粒细胞的鉴定

以及活化和脱粒标志物表达的评估是使用流式细胞

仪进行的。

我们的研究中使用了CD203c标记物（神经细胞

表面分化抗原，E-NPP3）。它是一种糖基化II型跨

膜分子，属于焦磷酸酶/磷酸二酯酶胞外核苷酸

家族——催化寡核苷酸、磷酸酶核苷和NAD水解

的酶。造血细胞中，表面E-NPP3仅存在于嗜碱性粒

细胞上[25]。少量时，它取决于静息细胞。细胞激

活后，CD203c的水平增加了350%[26]。

因此，使用流式细胞术检测嗜碱性粒细胞的活化

是一种经济实惠且有前景的即时超敏反应实验室诊

断方法。目前，国内外学者已经发表了嗜碱性粒细胞

活化试验在昆虫、食物、花粉、药物过敏、慢性荨麻

疹等疾病诊断中的应用数据[17-19，27，28]。嗜碱性

粒细胞活化试验对真菌性过敏患者特别有用，因为

目前用于皮肤试验的诊断性真菌过敏原尚未在俄罗

斯联邦注册。

确定对Aspergillus spp.的致敏性的研究，

借助嗜碱性粒细胞活化的测试很少，并在囊性纤

维化患者中进行。根据Gernez和合著者嗜碱性粒

细胞活化试验可以区分这组患者的气道定植和

对Aspergillus 的致敏。已发表的许多著作中，

嗜碱性粒细胞活化试验结合Aspergillus特异性

IgE和总IgE的测定有助于及时检测囊性纤维化患

者的ABPA[29-31]。这些数据与我们之前的研究结

果一致[12]。

在本研究过程中获得的结果表明，该测试可用作

诊断对Aspergillus spp.敏感的BA的附加方法和 

ABPA。皮肤测试和特定IgE的结果相互矛盾或阴性的

情况下，以及在没有测试可能性的情况下in vivo可
以进行该测试以确认真菌致敏。

该方法的一个重要优点是用过敏原Aspergillus 
fumigatus激活嗜碱性粒细胞的测试可在不到2小

时内完成；它需要少量全外周血。这可以在用于其

他免疫学研究的同一血样中完成，这显着减少了患

者的不适。此外，获得定量结果使得使用嗜碱性粒

细胞活化试验作为鉴别诊断对Aspergillus spp. 
和ABPA致敏的BA的工具成为可能。及时检测这两种

与Aspergillus spp.致敏相关的呼吸道疾病，对确

定进一步的治疗策略非常重要。

结论结论
1. 对Aspergillus spp.敏感的BA患者中使用嗜碱性

粒细胞活化试验证实了真菌致敏。

2. 用于检测对Aspergillus spp.敏感的AD的IS阈值

为2.4，对于ABLA-15.95。

3. 如果皮肤试验和特定IgE的结果相互矛盾或为

阴性，以及无法进行研究in vivo时，可以考虑使

用嗜碱性粒细胞活化试验来确认真菌致敏。

利益冲突。利益冲突。作者没有利益冲突。
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图 2图 2 检测对Aspergillus spp.的致敏性在患有支气管哮喘(a)和过敏性支气管肺曲霉病(b)的患者中，ROC曲线说
明了最佳截止点(“cut off”)刺激指数(IS)

Fig. 2. ROC curves illustrating the optimal cut off points of the index stimulation to detect sensitization to Aspergillus spp. patients with 
asthma (a) and ABPA (b)
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